
 
 

多功能复合菌剂的构建及盐碱胁迫下促生效果
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摘　要：微生物对植物的生长和土壤改良起到重要作用。为改变盐碱土壤不利于作物生长的现状，该研究对盐碱土壤进

行了菌群结构分析，并分离得到了有促生作用的功能微生物，利用已有拮抗菌与分离促生菌混合构建一种多功能复合菌

剂，研究在盐碱胁迫下其对绿豆的促生作用。结果表明：供试土壤中具有特定的微生物群落结构，其中 SI-1-3经鉴定为

枯草芽孢杆菌属，具有溶解有机磷和分解钾元素的能力，能够分泌吲哚乙酸和赤霉素；酵母菌 Y-2对镰孢菌等植物病原

菌有抑制作用。复合菌剂在盐碱条件下对绿豆生长有明显的促进作用，且能防止病原菌的侵染，增强植物的抗逆性，从

而降低植株的发病率。与无菌水对照组相比，绿豆的出苗率增长了 7.44%，发病率降低了 82.37%，处理后的绿豆根长、

株高和茎叶鲜质量分别增长了 75.24%、64.33%、66.67%；绿豆苗的叶绿素、可溶性糖和可溶性蛋白含量分别升高了

71.63%、64.21%和 77.87%。该复合菌剂对植株具有促生效应，有望进一步开发成为特定环境下的微生物资源。
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0　引　言

土壤盐碱化严重制约了农作物的生长，影响着农林

牧业经济的发展，因此探索盐碱土壤的改良方法和改进

作物耐盐碱胁迫的能力，对于提高粮食产量、推动农业

可持续发展具有重要意义。当前国内外有很多改良盐碱

土壤的方法，大体上可以分为物理调控法、化学改良法

和生物手段改良三大类[1-2]。何宪波等[3] 利用掺入煤矸石

法来从组成上改良土壤盐碱性；HOWELL等[4] 利用生物

堆肥复合生物炭来增加根际菌群落结构，实现改善土壤

和促进植物根系生长的目的。生物改良法尤其是微生物

菌体的应用以其高效率、低成本和不会造成环境污染等

特点而受到广泛的关注。

盐碱土壤中存在着特有的微生物菌群结构，对这些

微生物进行有效利用可以为盐碱土壤的生物改良提供有

效思路。近年来，国内外学者先后发现了多种耐盐碱的

具有改善盐碱胁迫、促进植物生长作用的微生物：朱浩

等[5] 在黄河三角洲盐碱土壤中筛选得到的极端耐盐碱芽

孢杆菌，盆栽试验证实其显著提高了土壤相关酶的活性，

促进了小麦根系和植株的生长；张静等[6] 从矿区土壤中

分离得到的硫氧化细菌可以中和盐碱土中的 OH−，降低

土壤 pH值。EGAMBERDIEVA等[7] 发现将假单胞细菌

与根瘤菌建立共生，可以协同促进盐胁迫下大豆的生长。

利用这些耐盐碱微生物开发微生物肥料，将在减轻作物

盐碱胁迫，增加作物产量方面发挥重要作用[8]。此外，

人们在盐碱土壤中也发现了很多有拮抗病原菌作用的微

生物，其在抵抗病菌侵染、保证作物健康方面具有很好

的应用前景[9-10]。郑中玲等[11] 从盐碱土中分离了多株抗

假禾谷镰刀菌的放线菌，盆栽试验证实对小麦茎基腐病

的防效较好；王蓓等[12] 从甘肃省河西走廊盐碱土中分离

到了对植物立枯丝核病有生防效力的放线菌用于土豆病

害的防治，这些抗病菌的发现为土传作物病害的生物防

治提供新的菌种资源。

目前，耐盐碱促生菌与抗病生防菌共混合来探究在

盐碱环境下对作物生长的影响尚鲜有报道。针对盐碱作

物生长势弱、苗期土传病害严重的问题，本研究通过两

种菌株的混合共培养来探索其在盐碱土壤中的适应性和

抗病作用，以绿豆植物为试验对象，研究复合菌剂对盐

碱植物生长的影响，以评估复合菌在盐碱条件下的促生

和抗病效果，为开发多功能微生物肥料、改良土壤环境、

提高粮食产量和品质提供应用基础。 

1　材料与方法
 

1.1　试验材料 

1.1.1　土壤样品

采集于天津市津南区小站稻种植区（39°32′0 ′ ′N，
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117°28′0′′E）盐碱地，土壤 pH值为 7.80～8.42，电导率

为 400～1 550 μS/cm，盐分为 0.73～1.33 g/kg，有机质

为 12.10～31.40 g/kg。采集工具用 75%乙醇灭菌处理后，

分别以“梅花形 5点采样法”在两个不同位置取样，采

样深度为 0～20 cm，每个土样重复取 3次，挑出根系等

杂物，装入无菌袋中带回实验室，分别编号为 HT、YT，
利用四分法混匀，4℃下保存。 

1.1.2　试验菌种

指示病原菌：镰孢菌（Fusarium raminearum）、稻

瘟病菌（Pyricularia oryzae Cav）：分离自发病植物并分

别保存备用。

拮抗菌 Y-2：由实验室保存的生防拮抗菌，使用前

活化并用于分子鉴定。

供试菌株 SI-1-3：以稀释平板法于盐碱土壤样品中

分离获得。 

1.1.3　培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA培养基）[13]、马铃

薯葡萄糖培养基（PDB培养基）：用于拮抗菌和指示病

原菌的生长。

无机磷培养基、有机磷培养基[14]：用于测定菌株溶

解无机磷、有机磷的能力。

硅酸盐培养基[13]：用于测定菌株分解硅酸盐的能力。 

1.2　土壤微生物多样性测定

应用试剂盒纯化 2种土壤样品基因组 DNA[15]，纯化

后送至上海生物生工有限公司，采用 Illumina HiSeq平
台进行高通量测序。 

1.3　供试菌 SI-1-3 的分离纯化及鉴定

将土壤样品过筛除杂后，按马晓莉等[16] 研究方法进

行梯度稀释。挑取分离频率较高的优势菌株三区划线法

得到单菌落后观察菌落形态特征，重复多次得到优势菌，

标号为 SI-1-3，革兰氏染色后观察，并参照徐淑琴等[17]

方法将供试菌 SI-1-3扩繁后送至上海生工科技公司测序，

在 NCBI数据库同源性比对。 

1.4　供试菌 SI-1-3 的促生性能测定 

1.4.1　供试菌 SI-1-3溶磷、解钾功能测定

参照文献 [18-19]方法，将菌株点接于有机磷、无机

磷及硅酸盐培养基上，28 ℃恒温箱中培养 48 h。若菌株

具备溶磷解钾能力，则含磷培养基上将出现明显的溶磷

圈，硅酸盐培养基上呈现透明油滴状菌落。 

1.4.2　供试菌 SI-1-3分泌吲哚乙酸（Indole-3-acetic acid，
IAA）的测定

定性测定：采用 Salkowski比色法[18] 验证菌株分泌

吲哚乙酸的能力。

定量测定：分别将菌株以 1%的接种量接种于含有

色氨酸和不含色氨酸的 PDB培养基中培养 48 h，测定

530 nm波长处吸光度，以吲哚乙酸作为标准品制作标准

曲线，参照对应的标准曲线计算 IAA的量[20]。 

1.4.3　供试菌 SI-1-3分泌赤霉素（Gibberellin, GA）的测定

按 1%的接种量将菌悬液转接到 PDB培养基中，28 ℃
振荡培养 48 h后离心，取 0.5 mL上清液与 4.5 mL浓硫

酸充分反应后定容至 20 mL，测其 412 nm处的吸光度，

重复 3次，根据标准曲线计算赤霉素分泌量[21]。 

1.5　拮抗菌 Y-2 同源序列分析及系统发育树的构建

将活化后的拮抗菌 Y-2提取基因组 DNA送至上海

生工有限公司进行 ITS扩增测序，通过 NCBI网站的

BLAST搜索与测序结果相似的序列，并采用 MEGA 7.0
软件构建菌株的系统发育树。 

1.6　拮抗菌 Y-2 的抑菌性能测定

将镰孢菌和稻瘟病菌分别置于 PDA培养基中 28 ℃
培养 3～5 d，在菌落边缘用直径为 1 cm的打孔器取菌饼，

移入新的 PDA平板中间，距离病原菌中心 1.5 cm处分

别对称接入同样大小的拮抗菌 Y-2菌落，置于 28 ℃下

培养，每隔 24 h测量病原菌菌落的最长直径和最短直径，

并计算抑菌率，试验重复 3次。

R1 = (D−d)/D×100% （1）

式中 R1 为拮抗菌 K2的抑菌率；D 为菌落长直径，cm；

d 为菌落短直径，cm。 

1.7　复合菌剂的构建及其耐盐碱阈值测定 

1.7.1　菌株相容性试验

利用平板交叉划线法检测菌株间的相容性[22]。分别

用接种环蘸取新鲜菌株 SI-1-3与 Y-2的菌苔，于 PDA平

板上交叉划线，28 ℃培养 48 h后，观察各菌株的生长

状况。 

1.7.2　复合菌剂的制备

用无菌接种环分别蘸取供试菌 SI-1-3和 Y-2菌落，

接种至 100 mL PDB培养基中，28 ℃、200 r/min振荡培

养 24 h。参照徐伟慧等[23] 的方法将两菌液按照 1:1（体

积比）的比例混合，摇床培养使复合菌液 600 nm处的吸

光度 OD600 值为 0.5，备用。 

1.7.3　复合菌剂耐盐碱阈值测定

耐碱试验：将 PDB培养液用 1 mol/LNaOH调整 pH
值分别为 8.0、8.5、9.0、9.5、10.0，将培养 48 h的复合

菌液以 1%的接种量接入上述不同 pH值的培养液中

28 ℃、180 r/min摇培 24 h，观察其生长状况。

耐盐碱试验：选择菌株生长最好的适宜 pH值，调

整培养液 pH为最适值，按 1%的接种量分别接种到

NaCl浓度（以质量分数计）为 1%、3%、5%、7%、9%
的 PDB培养基中，于 28 ℃、180 r/min振荡培养，取培

养 24 h的复合菌液于 600 nm波长下测其吸光度，每处

理重复 3次。 

1.8　盐碱胁迫下复合菌剂对病原菌的离体抑菌效果评估

用无菌涂布棒将同浓度的 SI-1-3、Y-2菌液及复合菌

液均匀涂布至 NaCl浓度为 5%、 pH值为 8.5的改良

PDA平板上，以涂布等量无菌水为空白对照，静置待各

溶液完全渗入培养基后按 1.6节方法接入直径为 1 cm的

镰孢菌菌饼，置 28 ℃下培养，每组重复处理 3次，每

天测定各组生长直径，计算抑菌率。并于第 5天刮取菌

落边缘菌丝和孢子，于扫描电子显微镜（ scanning
electron microscope，SEM）下观察。
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R2 =（m−n）/m×100% （2）

式中 R2 为复合菌剂的抑菌率；m 为空白组病斑直径，cm；

n 为试验组病斑直径，cm。 

1.9　复合菌剂的活体盆栽效果评价

挑选大小均匀、无霉变的绿豆种子，蒸馏水浸泡 30 min
后，依次用 75%的乙醇和 1% NaClO消毒 10 min，再用

无菌水清洗 2次。将处理后的种子预催芽 1 d。
将 YT土壤高温灭菌后喷施 1 mol/L NaOH和 5%的

NaCl溶液各 200 mL，等量装入相同花盆中并植入催芽

绿豆种子，每组盆栽分别设置如下 4个处理：无菌水；

SI-1-3菌液；Y-2菌液；复合菌液，各菌液浓度均为

OD600=0. 5，处理方法为在豆苗附近浇注 10 mL，置于室

温中培养。4 d后补浇菌剂 1次，生长一周后分别测定各

组出苗率，观察根部发病情况并计算发病率及防效[24]。

待绿豆苗长出 6片叶左右时，小心挖出绿豆植株并洗净

根部泥土，吸干水分后分别测定各组幼苗的根长、株高

及茎叶鲜质量，参照文献 [24-25]方法分别测定绿豆苗的

叶绿素含量、可溶性蛋白含量和可溶性糖含量的测定，

每个处理重复 3次，每次 10株豆苗。 

1.10　数据分析

采用 Excel 2023软件整理数据，采用 SPSS Statistics
26和 Origin 2021软件进行数据的分析和作图，数据表示

为样本平均值±标准偏差（SD）。 

2　结果与分析
 

2.1　土壤样品高通量测序结果分析

对土壤群落组成和相对丰富度进行分析，将门水平

上相对丰富度占比前 10的物种绘制成堆积柱状图，结果

如图 1所示。两个土壤样本微生物群落在细菌多样性和

丰富度上存在一定差异，由 16S测序结果（图 1a）显示，

YT土样细菌群落中变形菌门（Proteobacteria）、厚壁

菌门（Firmicutes）和放线菌门（Actinomycetes）为优势

菌群，分别占比 57.43%、23.37%、11.33%。HT土样中以

变形菌门（Proteobacteria）、放线菌门（Actinomycetes）
和拟杆菌门（Bacteroidota）最多，分别占比 29.03%、

19.13%、9.62%，优势菌均为变形菌门（Proteobacteria），
其次为放线菌门（Actinomycetes）。YT和 HT两个盐碱

土壤样本真菌群落都以子囊菌门（Ascomycota）占比最

多（图 1b），分别为 91.66%和 87.01%。 

2.2　供试菌 SI-1-3 的鉴定

从两个供试土样中均分离得到了编号为 SI-1-3的分

离频率较高的菌株，其在 PDA培养基上生长 48 h后的

菌落形态见图 2a，菌落边缘粗糙，表面有褶皱，污白色

或微黄色，革兰氏染色为阳性，显微镜下观察到菌体呈

杆状，能形成芽孢（图 2b）。该菌经 16S rRNA测序和

同源性比对，发现其与 Bacillus subtilis 16-5G（接受号

为 KF381492.1）和 Bacillus subtilis HTI 23（GenBank接
受号为 MK521066.1）序列同源性为 100%，与 Bacillus
subtilis ZG14-8菌株同源性为 99%。

结合形态学和分子生物学鉴定，可确定供试菌 SI-1-3
为枯草芽孢杆菌属（Bacillus subtilis）菌株。枯草芽孢杆

菌属于厚壁菌门，在供试盐碱土样中分离频率较高，是

YT土样中丰度排名第二的优势菌。YANG等[26] 报导了

在盐碱土壤中分离得到的厚壁菌门细菌并促进了小麦植

株的生长，本研究分离得到的枯草芽孢杆菌与其结果相

似，后续用来验证促生性并选用 YT土壤样本为盆栽试

验中的供试土壤。
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子囊菌门Ascomycota

罗兹菌门Rozellomycota

担子菌门Basidiomycota

未分类真菌unclassified fungi

样品编号Sample No.

其他Others

b. ITS

样品编号Sample No.

图 1　16S和 ITS微生物分类测序相对丰度图

Fig.1    Relative abundance maps of 16S and ITS microbial
classification and sequencing

  

a. SI-1-3在PDA上的菌落形态
a. Colony morphology of

SI-1-3 on PDA

b. SI-1-3革兰氏染色镜检图
b. Gram staining microscopy

image of SI-1-3

图 2　菌株 SI-1-3在 PDA上的菌落形态和革兰氏染色镜检图

Fig.2    Colony morphology of strain SI-1-3 on PDA and Gram
staining microscopy image

  

2.3　供试菌 SI-1-3 促生性能测定 

2.3.1　溶磷解钾能力的测定
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SI-1-3在有机磷培养基上出现了明显的溶磷圈（图 3a），
说明菌株产生的有机酸溶解了菌落周围的有机磷，在无

机磷培养基无明显溶磷圈（图 3b），在硅酸盐培养基上

形成了表面光滑的透明菌落，说明菌株分解硅酸盐释放

了钾元素（图 3c)。此结果表明供试菌株 SI-1-3在土壤中

可分解有机磷、释放钾元素从而有利于植物生长，无机

磷可被植物直接吸收，所以土壤微生物分解有机物释放

磷、钾元素可促进植物对矿质元素的吸收。

 
 

a. 有机磷培养基
a. Organic phosphorus

culture medium 

b. 无机磷培养基
b. Inorganic phosphorusc

culture medium 

c. 硅酸盐培养基
c. Silicate culture

medium

图 3　菌株 SI-1-3在有机磷、无机磷及硅酸盐培养基上的

生长情况

Fig.3    Growth of strain SI-1-3 on organic phosphorus, inorganic
phosphorus, and silicate culture media

  

2.3.2　供试菌 SI-1-3分泌吲哚乙酸的测定

培养菌上清液加入比色剂显色后颜色改变，而对照

组不变色为原本菌液颜色（图 4），表明菌株培养液中

存在供试菌 SI-1-3分泌的吲哚乙酸。吲哚乙酸是重要的

植物生长素，按 1.4.2节方法得到吲哚乙酸的标准曲线 y
= 0.025 9x＋0.255，R2 = 0.995 6，经计算，在添加色氨酸

和未添加色氨酸的情况下菌株 IAA含量分别为（73.86±
0.01） 、（50.39 ± 0.07） μg/mL，这可能与色氨酸作为

IAA合成的前体物质有关[27]。

 
 

图 4　菌悬液与比色剂的显色结果

Fig.4    Color rendering result of bacterial suspension and
colorimetric agent

  

2.3.3　供试菌 SI-1-3分泌赤霉素的含量测定

赤霉素是一类非常重要的植物激素，参与植物生长

发育等多个生物学过程。按 1.4.3节方法得到赤霉素的标

准曲线 y = 0.003 3x＋0.000 2，R2 = 0.993 9。测定菌株分

泌赤霉素的含量，经计算得到赤霉素分泌量为（80.55±
0.01） μg/mL。 

2.4　拮抗菌 Y-2 同源序列分析及系统发育树的构建

将所得序列结果通过 NCBI网站的 BLAST分析，选

取相似度较高的序列进行发育树的构建，如图 5所示，

该株拮抗菌与膜醭毕赤酵母菌（Pichia membranifaciens）
的同源性达 98%以上，可确定拮抗菌 Y-2是膜醭毕赤酵

母菌属菌株。
 
 

NR_153285.1 Pichia cephalocereana CBS 7273

NR 153283.1 Pichia barkeri CBS 7256

NR_153287.1 Pichia eremophila CBS 7272

NR_153288.1 Pichia exigua CBS 6836

NR_153289.1 Pichia garciniae CBS 10758

NR_153293.1 Pichia sporocuriosa CBS 8806

NR_153294.1 Pichia temicola CBS 2617

NR_153305.1 Pichia chibodasensis NBRC 111569

NR_ 160321.1 Pichia dushanensis CBS 13912

NR_164078.1 Pichia cecembensis NRRL Y-27985

NR_168173.1 Pichia gijzeniarum CBS 15024

NR_138211. Pichia manshurca CBS 209

NR_111195. Pichia membranifaciens CBS 107

Y-298

99

GU213440.1 Saccharomycetes sp. HZ94

图 5　拮抗菌 Y-2系统发育树

Fig.5    Phylogenetic tree of antagonistic bacteria Y-2
  

2.5　拮抗菌 Y-2 抑制病原菌的能力测定

稻瘟病菌可引起水稻的严重病害，镰孢菌是能够侵

染多种植物（粮食作物、经济作物、药用植物及观赏植

物等）的病原菌，两者均为天津津南地区常见的土壤习

居菌。离体平板抑菌试验发现病原菌菌落出现了清晰明

显的抑菌带（见图 6）。在培养第 3天时 Y-2对镰孢菌

和稻瘟菌的抑菌率分别为 54.77%和 43.60%，第 7天时

达到 76.01%和 73.20%。此结果表明 Y-2菌株能够明显

抑制两种病原菌的生长，有成为盐碱土传病害拮抗菌的

应用可能性。
 
 

a. Y-2 VS镰孢菌
a. Y-2 VS Fusarium

raminearum

b. Y-2 VS稻瘟菌
b. Y-2 VS Pyricularia

oryzae Cav

图 6　对峙生长第 7天时拮抗菌 Y-2对病原菌的抑制情况

Fig.6    The inhibiting of antagonistic bacterium Y-2 to
pathogenisis at the 7th day

  

2.6　复合菌剂相容性

菌株 SI-1-3与 Y-2在 PDA平板上生长状态见图 7，
两菌之间有较好的相容性，菌落接触层互不影响，无拮

抗现象，因此可以共培养配制成复合菌剂。
 
 

图 7　菌株间相容性检测

Fig.7    Compatibility testing between strains
  

2.7　复合菌剂耐盐碱能力测定
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耐碱试验表明，复合菌在 pH值为 8.0和 8.5的培养

液中正常生长，大于 8.5时菌株长势减弱，说明 pH值

为 8.5的碱性条件已对复合菌株形成胁迫。耐盐试验表

明，复合菌对盐度有较强的适应性，在 NaCl浓度为

1%～5%范围内时吸光度值保持稳定，但在 7%～9%范

围内吸光度值逐渐下降，说明 5%为最适盐度，超过

5%时菌株活性下降（图 8）。因此，后续试验选用

NaCl浓度为 5%、pH值为 8.5环境作为盐碱胁迫条件，

用以测定复合菌剂的应用效力。
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图 8　不同盐度对复合菌生长的影响

Fig.8    The effect of different NaCl concentrations on the growth of
composite bacteria

  

2.8　盐碱肋迫下复合菌剂对病原菌的离体抑菌效果评估

镰孢菌为土壤常见习居菌，在盐碱土植物根部病害

中极为常见，在盐碱条件下的平板抑菌结果见图 9。菌

株 S1-1-3单独培养对镰孢菌无明显抑菌效果，培养 2 d
后复合菌和拮抗菌 Y-2的抑菌率随时间的增加而逐渐增

加，复合菌剂对镰孢菌的抑制效果在 5 d后明显高于 Y-2
（P＜0.05），在第 7天时对镰孢菌的抑菌率可达 78.4%，

这表明两种混合菌共培养可能存在一定的协同效应，S1-1-3
增加了拮抗菌 Y-2的生防抑制效果。
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图 9　菌株 SI-1-3、Y-2及复合菌剂对镰孢菌的抑制情况

Fig.9    Inhibition of Fusarium raminearum by strains SI-1-3,
Y-2 and composite microbial agent

 

培养 5 d时镰孢菌菌丝和孢子形态如图 10所示，无

菌水处理的镰孢菌正常生长，孢子形似镰刀且表面平整

光滑，菌丝粗壮饱满，而复合菌剂处理后的镰孢菌孢子

出现褶皱，菌丝干瘪畸形。 

孢子
Spore

×2.00K 20.0 μm ×2.00K 20.0 μm

菌丝
Mycelia

a. CK处理  b. 复合菌剂处理
b. Composite microbial

agent treatment

20.0 μm20.0 μm
×2.00K ×2.00K

a. CK treatment

注：CK处理为在改良平板上涂布等量无菌水。
Note:  CK  treatment  involves  coating  an  equal  amount  of  sterile  water  on  an
improved culture medium.

图 10　扫描电镜下镰孢菌孢子和菌丝形态图

Fig.10    Morphology diagram of F. raminearum spores and
mycelia under SEM

 

复合菌的协同抑菌效应为发现盐碱植物土传病害的

生防菌提供了新思路，相容性强的两种菌混合可能协同

抑菌，增加拮抗菌的抑菌性。共培养混合菌通过破坏病

原菌的菌丝和孢子形态而抑制其正常生长。 

2.9　复合菌剂的盆栽效果评价 

2.9.1　不同处理对绿豆种子出苗和发病的影响

绿豆种子出苗和根系发病情况见表 1。复合菌剂处

理组的种子出苗率为 93.44%，显著高于 CK组和 SI-1-3
单独处理组（P＜0.05）比 CK增长率增长了 7.44%。复

合组植株根腐病防效为 82.34%，显著小于两种单一菌株

处理后的发病率（P＜0.05）。上述结果表明复合菌剂处

理在促进出苗和减少根腐病方面都有一定的协同作用，

在盐碱土壤中生长的植株出苗率增加，根腐病发病率减

少与 2.8节中离体效果试验结果是一致的。
  

表 1    不同处理对绿豆出苗和发病的影响

Table 1    Effects of different treatments on the emergence and
disease incidence of mung beans %

处理
Treatments

出苗率
Emergence rate

发病率
Incidence rate

防效
Control effect

CK 86.97±1.16a 45.56±1.63c −
SI-1-3 90.57±0.60b 41.82±0.33c 8.21±0.05a

Y-2 88.14±0.21ab 16.90±0.36b 62.88±0.01b

复合菌剂 93.44±1.78c 8.03±0.33a 82.34±0.01c

注：采用最小显著性差异法进行多重比较，同列小写字母不同表示差异显著
（P<0.05）。下同。
Note: The least significant difference method was used to perform multiple
comparisons, where lowercase letters in the same column indicate significant
differences (P<0.05). Same below.
  

2.9.2　不同处理对绿豆幼苗生长及生理指标的影响

从生长形态上来看，试验组的绿豆苗相较于空白组

表现出一定的生长优势。如表 2所示，复合菌剂处理组

根长和株高和茎叶鲜质量分别为（ 3.61±0.59） cm、

（7.51±0.72） cm、0.30 g，较 CK组平均增加了 75.24%
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和 64.33%、66.67%，与单一菌剂处理组相比也表现出显

著的差异（P＜0.05）。
  

表 2    不同处理对绿豆植株生长的影响

Table 2    Effects of different treatments on the growth of mung
bean plants

处理
Treatments

根长
Root length/cm

株高
Plant height/cm

茎叶鲜质量
Fresh weight of stem

and leaf/g
CK 2.06±0.21a 4.57±0.41a 0.18±0.06a

Y-2 2.13±0.99ab 4.59±1.14a 0.19±0.06a

SI-1-3 2.83±0.67b 6.39±1.29b 0.23±0.03b

复合菌剂 3.61±0.59c 7.51±0.72c 0.30±0.90c
 

绿豆苗的部分渗透胁迫性物质含量测定结果见表 3
复合菌剂在盐碱土条件下可有效促进绿豆苗的生长发育。

复合组的绿豆苗茎叶鲜质量高于单一菌剂处理组，可能

是接种复合菌剂提高了绿豆苗的生物量积累增加了其鲜

质量。复合菌剂处理组的绿豆苗渗透胁迫物质含量显著

高于其单一菌剂和空白组（P＜0.05），而两组单一菌剂

处理的渗透胁迫物质含量高于空白组（见表 3），说明

单独接种两株菌种均能在一定程度上改善盐碱植物物质

代谢，而两种菌混合可能存在协同作用，在促进生长，

抵抗病害侵染方面共同起作用，使绿豆植株的营养状况

得到了改善，提高了其抗逆性和细胞内容物含量，生长

效果更好。
  

表 3    不同处理对绿豆植株生理指标的影响

Table 3    Effects of different treatments on physiological indicators
of mung bean plants

处理
Treatments

叶绿素
Chlorophyll/
（mg·L−1）

可溶性糖
Soluble sugar/%

可溶性蛋白
Soluble protein/
（mg·g−1）

CK 2.89±0.08a 1.90±0.03a 1.22±0.16a

Y-2 2.94±0.20ab 2.31±0.06b 1.68±0.04ab

SI-1-3 3.66±0.17b 2.39±0.06b 1.85±0.06b

复合菌剂 4.96±0.07c 3.12±0.04c 2.17±0.07c
 

3　讨　论

天津津南区盐碱土地面积占比大，作物受盐碱胁迫

导致成活率低和生长势弱，通常情况下作物产量较低。

本研究对天津津南区盐碱土壤的群落结构分析发现的厚

壁菌门优势菌株 SI-1-3属枯草芽孢杆菌，具有分泌吲哚

乙酸和赤霉素的能力，在一定程度上促进植物生长。

DURAIRA等[28] 研究平流层芽孢杆菌被证明可以促进人

参植物生长；ANASTASIO等[27] 也报道了枯草芽孢杆菌

MBI600通过促进植物生长而被强调为一种生物控制剂。

因此，某些芽孢杆菌可作为盐碱土壤中的促生菌。土壤

微生物是土壤能量循环主要参与者，施用微生物菌肥等

措施增加盐碱土壤中功能微生物的数量或种类[29-30]；尚

辉等[31] 研究新围垦海涂盐土地区土壤微生物群落在改良

前后数量明显存在差异，说明除芽孢杆菌外可能存在其

他对植物有促生作用的菌株。

拮抗菌膜醭酵母 Y-2为自然界存在的生防菌，属微

生物分类中的放线菌属，已证实其对多种植物病原菌有

拮抗作用[32-33]。本研究验证了 Y-2酵母菌对土壤常见病

原菌的抑制作用，并且可以与枯草芽孢杆菌混合共培养，

在盐碱环境中仍保持其抑菌活性，这为拮抗菌在盐碱土

壤中的应用提供了理论参考。在盐碱土壤中增加原有功

能菌的数量或引入新的功能微生物，对于盐碱地作物的

健康生长将发挥重要的作用。

本研究相容性试验表明促生菌枯草芽孢杆菌及拮抗

酵母菌可以共同培养，并且在盐碱条件下除了发挥各自

的促生和拮抗作用之外，两者混合培养时存在着协同效

应，增加了原有的促生作用和抑菌性。本复合菌剂构建

的目的是实现盐碱环境下保证植株的健康生长，鉴于绿

豆为盐碱土壤中种植较多的植物，生育期短，并且种子

出苗后无颖壳包被，有利于调查根系病害，因此只针对

育种周期短的绿豆进行了促生和抑制根腐病测定。复合

菌剂处理的绿豆出苗率较高且出苗时间也较早，其根腐

发病率降低了 82.37%，这得益于复合菌间的协同作用，

大大增加了拮抗菌的生防效果；两种菌混合处理绿豆苗

的叶绿素、可溶性糖和可溶性蛋白含量分别升高了

71.63%、64.21%、77.87%，在盐碱环境下植物的抗性增

强，其长势以及渗透胁迫性物质含量处于较高水平。

混合菌种的促生机制除了菌种促生效果的叠加之外，

还可能导致植株长势的显著提升，植株叶绿素、细胞蛋

白和可溶性糖的含量增加使植株能够更有效地抵抗病原

菌的侵害。此外，促生菌分泌的某些物质可能通过促进

拮抗菌的生长和繁殖来增强植物对病原菌的防御能力[34]，

这种机制丰富了混合菌种对植物促生和防御的多重影响。

本文对所构建的复合菌剂进行了初步研究，其在复杂的

田间环境下的应用效果以及对其他作物的促生机制还有

待进一步研究，未来可以通过进一步的研究和优化，开

发出更高效、应用更广泛的复合菌剂，为盐碱地治理和

农业可持续发展提供有力支持。 

4　结　论

1）从盐碱土壤中分离鉴定出有促生作用的枯草芽

孢杆菌（Bacillus  subtilis）SI-1-3。该菌能够溶解有机

磷、分解钾元素，具有良好的元素转化性能，分泌吲哚

乙酸和赤霉素的含量分别为（73.86± 0.01）、（80.55±
0.01） μg/mL。

2）拮抗菌 Y-2属膜醭毕赤酵母（Pichia membranifa-
ciens），在盐碱条件下对镰孢菌有抑制作用，培养第 7
天时抑菌率为 76.01%。与供试菌 SI-1-3有较好的相容性，

能够共培养发挥协同和促进作用。

3）枯草芽孢杆菌和拮抗酵母共同培养构建了具有促

生-抑菌多功能的复合菌剂。复合菌剂在 NaCl浓度为 5%、

pH值为 8.5的盐碱环境下仍能保持稳定活性，且对土传

病害有较强的抑制作用。复合菌剂处理后的绿豆根长、

株高和茎叶鲜质量涨幅分别为 75.24%、64.33%、66.67%。

与单一菌剂相比，复合菌剂在促进植物生长、提高抗逆

性、改善出苗率和降低发病率等方面具有显著优势。
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Constructing multifunctional composite microbial agents for promoting
crop growth under saline-alkali stress
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(1. College of Food Science and Engineering, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China;　
2. Tianjin Mengbai Biotechnology Co.Ltd., Tianjin 300457, China)

Abstract: Crops  are  often  subjected  to  low  survival  rates  in  saline-alkali  soil,  due  to  the  saline-alkali  stress.  The  increasing
number or variety of functional microorganisms in the saline-alkali soil can be expected to significantly promote the growth of
plants.  In  this  study,  the  microbial  community  structure  of  saline-alkali  soil  was  analyzed  to  isolate  the  functional
microorganisms  with  the  growth-promoting  using  high-throughput  sequencing.  A  multifunctional  composite  microbial  agent
was  constructed  to  mix  the  existing  antagonistic  bacteria  with  the  isolated  growth-promoting  bacteria.  A  systematic
investigation  was  made  to  clarify  the  growth-promoting  on  the  mung  beans  under  saline-alkali  stress.  Two  strains  were
identified by molecular biology. The phosphorus and potassium solubilization of strain SI-1-3 were verified by culture media.
The  Salkowski  colorimetric  technique  was  used  to  determine  the  production  of  the  IAA  (indole-3-acetic  acid)  product.
Spectrophotometry was used to identify the secretion of GA (gibberellin). The inhibitory capability of antagonistic Y-2 against
pathogenic  bacteria  was  determined  using  the  petri  dish  confrontation.  The  compatibility  experiment  among  strains  was
conducted for the composite microbial formulation in a petri dish using the cross-line method. The saline-alkali conditions of
the tested soil in the pot experiment were determined to measure the saline-alkali tolerance range of the composite microbial
agent.  Pot  experiments  were  used  to  clarify  the  effects  of  compound  strains  on  the  emergence  rate,  incidence  rate,  growth
indicators, and physiological and biochemical indicators of mung beans. The growth promotion was verified for the composite
microbial  agent.  The  results  showed  that  Proteobacteria,  Actinobacteria,  and  Firmicutes  were  the  dominant  bacterial
communities in the soil samples, while Ascomycota shared the highest proportion of fungal communities. A bacterium named
SI-1-3 was isolated with a higher isolation frequency from the dominant strains. It was identified as Bacillus subtilis, with the
ability  to  dissolve  organic  phosphorus,  decompose  potassium  elements,  and  secrete  indole-3-acetic  acid  and  gibberellin.
According  to  the  phylogenetic  tree,  the  antagonistic  strain  Y-2  was  Pichia  membranifaciens.  Plate  experiments  showed  that
antagonistic bacterium Y-2 shared a significant inhibitory effect  on Fusarium raminearum and Pyricularia oryzae Cav. There
was no antagonistic effect between the two strains through compatibility tests. They were co-cultured to construct a composite
microbial formulation with a volume ratio of 1:1. The saline-alkali tolerance of the composite bacterial agent was identified to
determine the best growth of the strain in the PDB medium. Therefore, a pH value of 8.5 and NaCl concentration of 5% were
selected as the saline-alkali stress conditions for the subsequent experiments. The mung beans were then planted in the saline-
alkali soil with the composite microbial agent. There was a certain promoting effect of composite microbial agent on the growth
of mung beans under saline-alkali stress conditions with pH 8.5 and NaCl concentration of 5%. The emergence rate of mung
bean increased by 7.44% in the pot experiment, whereas, the incidence rate decreased by 82.37%, compared with the control
group.  Additionally,  the  root  length,  plant  height,  and  fresh  weight  of  stem  and  leaf  that  were  treated  by  the  composite
microbial agent increased by 75.24%, 64.33%, and 66.67%, respectively. At the same time, the chlorophyll, soluble sugar, and
soluble  protein  content  of  mung  bean  seedlings  increased  by  71.63%,  64.21%,  and  77.87%,  respectively.  There  was  the
promoting effect of composite microbial agents on the plants. Thus, the finding can provide an effective microbial resource to
improve the saline-alkali land and agricultural development.
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